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Sir: 

Transmitted herewith for filing is the patent application of 
Inventors: Peter Muhlradt and Ursula Deiters 

Title: VERWENDUNG VON LIPOPEPTIDEN ODER LIPOPROTEIN ZUR 

WUNDBEHANDLUNG (USE OF LiPOPEPTIDES OR LIPOPROTEINS FOR WOUND 
TREATMENT) 

1 . Type of Application 

§3 This is a new application for a 
utility patent, 

^ This is a continuation-in-part application of prior application no. PCT/EP99/03436 
filed May 19, 1999. 

2. Application Papers Enclosed 

1 Title Page 

1 9 Pages Of Specification {excluding Claims, Abstract, Drawings & Sequence Listing} 

4 Pages of Claims 

1 Page of Abstract 

14 Sheets of Drawings (Figs. 1A to 7) 
n Formal 
* Informal 



CERTIFICATION UNDER 37 CFR 1.10 



I hereby certify that this Patent Application Transmittal and the documents referred to as 
enclosed therewith are being deposited with the United States Postal Service on November 20, 
2000, in an envelope addressed to the Commissioner for Patents, Washington, D.C. 20231 
utilizing the "Express Mail Post Office to Addressee" service of the United States Postal Service 
under Mailing Label No. EM099904931 US. 




3. Declaration or Oath 



□ Enclosed 

D Executed by (check all applicable boxes) 
D Inventor(s) 

D Legal representative of inventor(s) 
(37 CFR 1.42 or 1.43) 

□ Joint inventor or person showing a proprietary interest on 
behalf of inventor who refused to sign or cannot be 
reached 

□ The petition required by 37 CFR 1 .47 and the 

statement required by 37 CFR 1 .47 are enclosed. 
See Item 5D below for fee. 



Not enclosed - the undersigned attorney or agent is authorized to file this 
application on behalf of the applicant(s). An executed declaration will 
follow. 



4. Additional Papers Enclosed 

Preliminary Amendment 

□ Information Disclosure Statement 
Q Declaration of Biological Deposit 

d Computer readable copy of sequence listing containing nucleotide and/or 
amino acid sequence 

□ Microfiche computer program 
D Associate Power of Attorney 

□ Verified translation of a non-English patent application 
D An assignment of the invention 

^ Return receipt postcard 

□ Other 
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5. Priority Applications Under 35 USC 119 

Certified copies of applications from which priority under 35 USC 1 19 is claimed are 
listed below and 

□ are attached. 
^ will follow. 



COUNTRY 


APPLICATION NO. 
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198 22 820.1 


20 May 1998 















6. Filing Fee Calculation (37 CFR 1.16) 



A. E3 Utility Application 



CLAIMS AS FILED - INCLUDING PRELIMINARY AMEN 


DMENT (IF ANY) 




SMALL ENTITY 


OTHER THAN A SMALL 
ENTITY 




NO. FILED 


NO. EXTRA 


RATE 


FEE 


RATE 


FEE 


BASIC 
FEE 








$355.00 




$710.00 


TOTAL 


12 -20 




X 9 = 


$ 


X 18 = 




INDEP. 


4 - 3 




X 40 = 


$ 


X 80 = 


80.00 


n First Presentation of Multiple Dependent 
Claim 


+ 135 - 


$ 


+ 270 = 




Filing Fee: 


$ 


OR 


790.00 



B. □ Design Application ($160.00/$320.00) Filing Fee: $ 

C. □ Plant Application ($245.00/$490.00) Filing Fee: $ 

D. Other Fees 

□ Recording Assignment [Fee -- $40.00 per assignment] $ 

□ Petition fee for filing by other than all the inventors 

or person on behalf of the inventor where inventor refused 
to sign or cannot be reached [Fee — $ 130.00] $ 

□ Other $ 



Total Fees Enclosed $ 790.00 



7. Method of Payment of Fees 

13 Enclosed check in the amount of: $ 790.00 

□ Charge Deposit Account No. 13-2855 in the amount of: $ 

A copy of this Transmittal is enclosed. 

□ Not enclosed 

8. Deposit Account and Refund Authorization 

The Commissioner is hereby authorized to charge any deficiency in the amount enclosed 
or any additional fees which may be required during the pendency of this application 
under 37 CFR 1.16 or 37 CFR 1.17 or under other applicable rules {except payment of 
issue fees), to Deposit Account No. 13-2855. A copy of this Transmittal is enclosed. 

Please refund any overpayment to Marshall, O'Toole, Gerstein, Murray & Borun at the 
address below. 

9. Correspondence Address 

Customer No.: 04743 



Respectfully submitted, 

MARSHALL, O'TOOLE, GERSTEIN, 

MURRAY & BORUN 

6300 Sears Tower 

233 South Wacker Drive 

Chicago, Illinois 60606-6402 

(312) 474-6300 

(312) 474-0448 (Telefacsimile) 
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Reg 
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. Zeller 
28,491 



November 20, 2000 



PATENT 



IN THE UNITED STATES PATENT 
AND TRADEMARK OFFICE 



Applicants: Miihlradt et al. 
Serial No.: To be assigned 



Filed: 



Herewith 

(November 20, 2000) 



Title: VERWENDUNG VON 
L1POPEPTIDEN ODER 
LIPOPROTEINEN ZUR 
WUNDBEHANDLUNG 
(USE OF LIPO PEPTIDES 
OR LIPOPROTEINS FOR 
WOUND TREATMENT) 

Group Art Unit: To be assigned 

Examiner: To be assigned 



"EXPRESS MAIL" mailing label No. 

EM099904931US. 

Date of Deposit: November 20, 2000 

I hereby certify that this paper (or fee) is 
being deposited with the United States 
Postal Service "EXPRESS MAIL POST 
OFFICE TO ADDRESSEE" service 
under 37 CFR § 1 . 1 0 on the date 
indicated above and is addressed to: 
Assistant Commissioner for Patents, 
Washington, D.C. 20231 




Richard Zimmerm 



PRELIMINARY AMENDMENT 



Commissioner for Patents 
Washington, D.C. 20231 



Sir: 



Please amend this application as follows: 



IN THE SPECIFICATION : 

Page 1 immediately following the title, please insert the following: 

—This is a continuation-in-part of International Application No. 
PCT/EP99/03436 filed May 19, 1999, the entire disclosure of which is incorporated 
herein by reference.— 



REMARKS 

By the foregoing amendment to the specification, a cross-reference to the 
parent international application has been provided 

Respectfully submitted, 

MARSHALL, O'TOOLE, GERSTEIN, 
MURRAY & BORUN 



November 20, 2000 By: 




James P. Zeller( 
R6g. No. 28,491 
Attorneys for Applicant 
6300 Sears Tower 
233 South Wacker Drive 
Chicago, Illinois 60606-6402 
(312) 474-6300 
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JOINT INVENTORS 



"EXPRESS MAIL" mailing label No. 
EM099904931US. 
Date of Deposit: November 20, 2000 
I hereby certify that this paper (or fee) is being 
deposited with the United States Postal 
Service "EXPRESS MAIL POST OFFICE TO 
ADDRESSEE" service under 37 CFR §1.10 on 
the date indicated above and is addressed to: 
Commissionerjor Patents^ Washjjigton, D.C. 
20231 




Richard Zimmermann 



APPLICATION FOR 
UNITED STATES LETTERS PATENT 



SPECIFICATION 



TO ALL WHOM IT MAY CONCERN: 

Be it known that we, Peter MUHLRADT, a citizen of Germany, 
residing at Mascheroder Weg 1, D-38124 Braunschweig, Germany, and 
Ursula DEITERS, a citizen of Germany, residing at Mascheroder Weg 1, D- 
38124 Braunschweig, Germany, have invented a new and useful 
VERWENDUNG VON LIPOPEPTIDEN ODER LIPOPROTEINEN ZUR 
WUNDBEHANDLUNG (USE OF LIPOPEPTIDES OR LIPOPROTEINS FOR 
WOUND TREATMENT), of which the following is a specification. 
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r 

Varwendung von ^pop^pta-den Oder L±popxoi;e±nen aur Kundbahand- 

tlxingr 12nd Inf ektionsprophylaxQ 



Stand der Technlk 

Man kann 5 Stadier 

1 . Blutgerinrxung u 
(nach einigen ^ 

2. Einstrom von L« 
Makrophagen unc, 

3. Vermehrung dive 



thelzellen {Tag 3-7), 

4. Wundkontraktior . (Tag 7-9) und 

5. CJmbau des Narbelngewebes (bis zu einem Jahr) 



der Wundheilung beschreiben: 

nd Freisetzung von Mediatoren aus Thrombozyten 
inuten) , 

ukozyten, d. h. anfangs Granul02yten, sp&ter 

Lymphozyten (Tag 1-3) , 
rser Zellen wie Fibroblasten, Endo- und Epi- 



dermal Growth Fact 
nieren auch Inter] 
FGF7 induziert. A] 
Stadien der Wundhe 
Makrophagen als Qi 
gert bzw. nicht mi 



Das Einstromen vorf Granulozyten in Phase 2 bewirkt Aufnahme von 

Debris und Abtoterl von ihfektidsen Erregern, eine Aufgabe, die 

i 

auch von Makrophacen abejrnommen .wird. Die Makrophagen sind dar- 
ttberhinaus die Quqlle einer Reihe von Mediatoren wie Signalpep- 
tiden, Wachstumsf dktoren: und Zytokinen, wie Transforming Growth 
Factor (TGFai) , P] atelet i Derived Growth Factor (PDGF-AA und 
-EB) , Fibroblast cjrowth Factor (FGF2) und zur Familie der Epi- 

ors (EGF) gehorigem TGF-a. Makrophagen sezer- 
eukin-1 (IL-l), das indirekt in Fibroblasten 
le diese Faktoren sind an unterschiediichen 
ilung beteiligt bzw. dafttr unerl&ftlich- Ohne 
elle daftlr ist eine Wundheilung stark verzo- 
glich.i 



Fro^blematik ; 

Obwohl es moglich 
isolierter Form b^ 
ineffektiv, da di 
nur wenigen Minut^n 
rin, daft der natti 
schiedlichen Medi 
tion dieser Subst^n 
schweige denn bei 



Eine Komplikation 
darstellen, die iifi 
erhohter Narbenbi 
Operationen probl^mat 
mit Antibiotika i 
eller allergische 
bestimmten Patien 
tienten, ist Wundli 



ist, einige der oben erw&hnten Mediatoren in 
i der Wundheilung einzusetzen, ist dies jedoch 
meisten dieser Peptide eine Halbwertszeit von 
haben. Weitere Schwierigkeiten bestehen da- 
liche Zeitpunkt des Brscheinens der unter- 
toren, die optimale Dosierung und die Interak- 

2en nicht im Einzelnen bekannt sind, ge- 
Applikation kontrolliert werden k6nnen. 



auch chirurgischer Wunden k5nnen Infektionen 

allgemeinen zu verzSgerter Wundheilung und 
dung ftthren, was besonders bei kosmetischen 
isch ist. Eine prophylaktische Abdeckung 
t angesichts der Resistenzprobleme und eventu- 
■ Reaktionen vielerorts nicht mehr ublich. Bei 
engruppen, z. B- Diabetikern oder Slteren Pa- 
eilung verzogert. 
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Losung 



Mykoplasmen haben 



ren, Wie wir jetzt 



iat\irlicherwei : se die Eigenschaft, am Infek- 



tionsort, z. B. der Lunge, zum Einstromen von Leukozyten zu fiih- 



Vorhandensein einer foestimmten Klasse von Lipopeptiden assozi- 
iert f die dadurch charakterisiert ist, dafi sie N-terminal eine 
Dihydroxypropyl-cystein-Gruppe mit zwei esterartig gebundenen, 
langkettigen FettsSuren aufweist (6, 10) - Derartige Lipopeptide 
haben au&er der bejreits beschriebenen Eigenschaft, murine wie 

bzw. Monozyten in vitro zur Freisetzung von 
sjtaglandinen zu stimulieren (1 bis 3; 11) , auch 
fundene F&higkeit, in vivo hohe Titer an den 

MIP-2, MCP-1 und KC zu induzieren und Leuko- 
zu bewirken {12} . Diese Lipopeptide stimu- 
liber den "toll-like receptor 2" (13). 



humane Makrophager 
Zytokinen und Pro 
die von uns neu ge 
Chemokinen MlP-la 
zyteneinwanderung 
lieren die Zellen 



In der Tier- wie 
stellte Lipopept 
baut oder an bio 
koppelt sind, z. 
tionslosungen e 
WundnShe inj izieri 
Einstrom von Gran^l 
nigen und somit e 
der Biosynthese an 
natftrlichen 
leichtern und bes 
Lipopeptide aus My 
plikation von andfi 
thetischen Analoga 



zeigen konnten, ist diese Eigenschaft mit dem 



lc gi 
I 



in< esetzt 



^jumanmedizin kSnnen ^eine, synthetisch herge- 
sowie Lipopeptide, die in Liposomen einge- 
sch abbaubare polymere Tr&gersubstanzen ge- 
in Form von Salben, Lotionen oder Injek- 

werden. Auf Wunden aufgebracht oder in 
sollen derartige Praparate den naturlichen 
ozyten und Makrophagen erhdhen und beschleu- 
ner Infektion vorbeugen sowie durch Anregung 
der Wundheilung beteiligter Mediatoren in de2 
und Konzentration die Wundheilung er- 
eunigen. Die in vivo-Wirksamkeit derartiger 
koplasmen ist tiberraschend und neu, da die Ap- 
ren bakteriellen Lipopeptiden und ihrer syn- 
im Tierversuch keine Wirkung zeigen (8) . 



Reihenf olge 



ohle 
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Gemafl einer Ausftth 
gende Aufgabe durc|i 
proteins mit der 



ungsform wird die der Erfindung zugrundelie- 
die Verwendung eines Lipopeptids cder Lipo* 
folgenden. allgemeinen Struktur: 



O-CO-R2 
i 

CH2*X-CH 2 -CH*-CH 2 -0-CO-R a 

I 

2 5 .2iN-CH-W-Y-COOH 

in der 

Ri und Rzr die gleijch oder voneinander verschieden sein kSnnen, 
fUr C7-2S"Alkyl r C 7 _^ 5 -Alkenyl oder C7-2$-Alkinyi, 
X fur S, 0 oder Cl^ f 

2x und Z2, die glelch oder voneinander verschieden sein konnen, 
fur H oder Methyl J 

W far CO oder S (O)L (mit n = 1 oder 2) and 

Y fur eine aus 1 kjis 2 5 Aminosaureresten bestehende physiolo- 
gisch vertraglichd Aminosauresequenz stehen und das mit * mar- 
kierte asyrnmetrisdhe Kohlenstof f atom die absolute S-Konfigura- 
tion hat, wenn X 4 S (Schwefel) ist, zur Herstellung eines phar- 
mazeutichen Prapadats zur Tier- oder Humanwundbehandlung geldst* 

Erf indungsgemaii kann das Lipopeptid oder Lipoprotein dadurch 
gekennzeichnet sein, dafi Y fur eine aus 1 bis 25 Minosauren 
bestehende physiologisch vertragliche Aminosauresequenz steht, 



Erf indungsgemaB kann clas Lipopeptid oder Lipoprotein dadurch 
gekennzeichnet sein, daft Y fttr eine ftminosauresequen2 steht, die 
aus der f olgenden jGruppe ausgewahlt ist: 



(i) Aminosailresequenz, die die Wasserloslichkeit 

des Lipclpeptids oder Lipoproteins nicht beeintrSchtigt - 



s 



(ii) GQTNT 

(iii) SKKKK 
( i v ) GNN DE SN I $ PKEK 
(v) GQTDNNSSfcSQQPGSGTTNT 

wobei bei den Aminosauresequenzen (ii), (iii), (iv) 
und (v) iinzelne AminosSuren fehlen Oder ausgetauscht 
sein konnen. 



Erf indungsgemaft 
kinyl ein Cis-Alkyl 



k<b men 



Erf indungsgemSB 
dung (en) die cis- 



GemaB einer weiter 
grundeliegende Auf 



das C7~?.s-Alkyl/ C 7 -2s-Alkenyl oder C7-25-AI- 
, Cis-Alkenyl Oder Cis-Alkinyl sein. 



ka m 



in dem C 7 - 2 s-Alkenylrest die Doppelbin- 
Kbnf iguration aufweisen. 



n Ausfuhrungs.form wird die der Erfindung zu- 
jabe durch die Verwendung eines physiologisch 
vertraglichen Lipobeptids oder Lipoproteins, das N-terminal eine 
Dihydroxypropyl-cy stein-Gruppe mit zwei esterartig gebundenen 
gegebenenfalls langkettigen FettsSuren trSgt, die gleich oder 

zur Herstellung eines pharmazeutischen Pr&pa- 
Humanwundbehandlung gelSst. 



verschieden sind, 
rats 2ur Tier- unc 



Ferner betrifft di|e 
oder Lipoproteins 
Herstellung eines 
manwundbehandlung 

Diese Verwendung 
peptid oder Lipop:t 
haitlich 1st, 



Erfindung die Verwendung eines Lipopeptids 
erhSltlich aus einem Mykoplasma-Klon, zur 
pharmazeutischen Pr&parats zur Tier- oder Hu- 



ann dadurch gekennzeichnet sein, dafi das Lipo- 
otein aus einem Mykoplasma-f ermentans-Klon er- 
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Bei der erflndungsgbmSfcen Verwendung kann das Lipopeptid Oder 
Lipoprotein wasserldslich Oder amphoter sein. 



Erf indungsgemali 
folgenden Gruppe 



kar n 



ein Lipopeptid Oder Lipoprotein aus der 
werden: 



ve rwendet 



(i) S- [2, 3-Bj|spalmitoyloxy- (2RS) -propyl] cysteinyl- 
GQTNT 

(ii) S- [2 f 3-Bijspalmitoyloxy- (2RS) -propyl] cysteinyl- 
SKKKK 

(iii) S- [2 r 3-Bispalmitoyloxy- (2RS) -propyl] cysteinyl- 
GNNDESN I i FKEK 



(iv) S-[2,3-B 



gnndesni<;fkek 



(v) S-[2,3-B 

GQTDNNSS 1 



spalmitoyloxy- (2S) -propyl] cysteinyl- 



.spalmitoyloxypropyl] cysteinyl- 
JSQQPGSGTTNT 



Bei der erf indungs jemaften Verwendung kann das Lipopeptid Oder 
Lipoprotein in For n einer LSsung zur epikutanen Anwendung, einer 
InjektionslSsung, siner Salbe, einer Lotion, einer waSrigen Sus- 
pension, eines dam It impr&gnierten oder beschichteten Pflasters, 
in Liposoiuen verkapselt oder an biologisch abbaubare 
Tragerpolymere gekoppe:.t vorliegen- 



jrf indungs gem 



Vex let 



ei te 



Bei der e 
um XSTunden nach 
chronisch infizi 
Ulcus venosum odei 
oder Diabetiker si 
terzogen worden s i nd 



Synthetische Lipoj 
und warden den 



iSlien Verwendung kann es sich bei den Wunden 
zungen oder chirurgischen Eingriffen, um 
Wunden, Brandwunden, chronische Ulcsra oder 
Wunden von Patienten handeln, die korpulent 
nd oder einer Strahlen- oder Chemotherapie un- 



eptidpraparate waren kostengunstig herstellbar 
Ablauf der Wundheilung verstarken, 



na1 Grlichen 
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ohne prinzipiell in 
dener Mediatoren 
wiirde eine 
oder andere f die 
eingesetzt werden 
bei Gesichtswunden 
tat der (iblichen 
Augen Oder dem Na 
topischer Anwendung 
wie Fieber so gut 



den kompli2ierten Regelmechanismus verschie 
Wundheilung -einzugreifen. Dariiberhinaus 
axe bewirkt, ohne dafl Antibiotika 
ilung z. B. schadigende Bakteriostatika 
sten, Solche LipopeptidprMparate waren auc 
sinsetzbar, bei denen aus Grunden der Toxizi 
eriostatika bei Gefahr des Kontakts mit 
- und Oraibereich Vorsicht geboten ist. Bei 
ist die Gefahr von systemischen Wirkungen 
ie ausgeschlossen. 



der 



Inf ektio nsprophyl 



Wu ndhe: 



mils 



Bakt 



sen 



Nachstehend wird 
naher erl&utert. 



die Erfindung durch Abbildungen und Beispiele 



Makrophag 



Bex spiel 1 

tide/ die sich von 
Stickstof fmonoxid- 



Lipopepti 



aus 



schwach 



Ein leicht quantifi 
Makrophagen mit 
Stickstof fmonoxid 
von Interferon-y da 
Dieser Assay wird ir 
MSusen, die nur 
Mikrotiterplatten ( 
gleichzeitig mit rl 
Makrophagen a 
stQndigen Inkubati 
reduziert; NO wird 
Griess-Reagenz bestlimmt 



iktivierend' 



en-Aktivierung durch synthetische Lipopep- 
Mykoplasmen herleiten, gemessen mit dem 
Elreisetzungs-Assay . 



zierbarer Assay zur Aktivierung von murinen 
iden stellt die Freisetzung von 
peritonealen Exsudat-Zellen in Gegenwart 
; vgl. beispielsweise Miihlradt & Frisch in t 
it peritonealen Exsudat-Zellen von C3H/HeJ- 
mit Endotoxin reagieren, in 
6 Trbge) durchgef (lhrt . 10 5 Zellen werden 
FN-y und einer seriellen VerdUnnung eines 

en Materials stimuliert * Nach einer 4 8- 
cnsdauer wird das Nitrat mit Nitratreduktase 
als Summe von Nitrit und Nitrat mit dem 
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Die Makrophagen-St 
wird in den Figuren 



Fig. 1A: MALP-A:S- 

SKKKK- 



2, 3-Bispalmitoyloxy- (2RS) -propyl] cysteinyl- 



Fig, IB: N-Palmito^ 
propyl] -N-palmito 



riularionswirkung der folgenden Lipopeptide 
1a fois ID verglichen. 



loxy~MALP-A:S~ [2 , 3-Bispalmitoyloxy- (2RS 5 
einyl-SKKKK. 



yl cyst 



Fig. 1C: MALP-H: sA [2, 3-Bispalmitoyloxy- (2RS) -propyl] -cysteinyl- 
GQTNT . 

Fig* ID: S-MALF-2: S- [2, 3- Bispalmitoyloxy- (2S) -propyl ] - 
cysteinyl-GNNDESNi;;PKEK; und R-MALP-2 : S-[2,3- Bispalmitoyloxy- 
(2R) -propyl] cysteilyl-GNNDESNISFKEK. 



Mit Kilfe dieses Assays wird damit gezeigt, daii die LSnge oder 
Zusaimuensetzung dep Peptid-Anteils der Lipopeptide von geringem 
EinfluB auf die Makrophagen-StiumulationsaktivitSt ist (vgl, 
Fig- 1A, 1C unci 1D& , wlihrend die An2ahl der Fetts&uren am N- 
terrninus (vgl. FigL 1A und IB) und insbesondere die Stereo- 
konf iguration an dkr 2-Stellung der Diacyloxypropyl-Gruppe von 
EinfluJi ist (vgl. pig- ID) . 

Beispiel 2 : 



Als Beispiel der ftirksamkeit von synthetischen Lipopeptiden oder 
Liposomen, in die Iderartige Lipopeptide inkorporiert warden, 
dient uns das Moddll des Einstrdmens von Granulozyten und Makro- 
phagen in den Peratonealraum der Maus . Es werden NMRI-Auszucht- 
mause als Versuc4 st ^- €re verwendet, urn genetische Besonderheiten 
aus zuschlieften . 



Das racemische Lip 
{ 6) synthetisiert, 



>ppeptid MALP-2 wurde gemSft Muhlradt et al . in 
die Verbindungen R-MALP-2 « S- [2, 3-Bispalmi- 
toyloxy- (2R) -propyM cysteinyl-GNNDESNISFKEK bzw. S-MALP-2 « S- 
[2, 3-BispalmitoylpKy- (2S) -propyl] cysteinyl-GNNDESNISFKEK nach 
Zitat 7. MALP-haltige Liposomen werden wie folgt konstruiert: 
Die in Chloroform szw. Chlorof orm/Methanol (1+1) gelGsten Lipid© 
(Phosphatidylglycerin, Phosphatidylserin, Cholesterol/ NBD-PE, 



molares Verh&ltnis 
Propanol/H 2 Q {1 + 1 ) 



1,03 ; 1 : 0,25 : 0,005) werden mit dem in 2- 
gel5sten MALP-2 zusammenpipettiert und mittels 



Rotationsverdampfdr eingeeengt. Vollstandige Trocknung des 



Lipidfilms erfolgt 



getrockneten Lipid films in Octylglucosid (100 mM in 0,05 M Tris- 



gepuffertem NaCl, 
gegen das 50-fache 
Raumtemperatur, 2 
Stunden, 



Die erhaltene Lipc 
gewaschen (Zentri 
schluli daran in N 



somensuspension wird insgesamt 3 x mit NaCl 
^ugation 30 min, bei 47800 g, 4 °C) and im An- 
Cl resuspendiert « 



Zum Zeitpunkt 0 we 
physiologischer 
tiere injiziert 
lichen Zeiten ge 
salzlGsung gespUH: 
dieser 2 ell suspend 



iiber Nacht unter der Sterilbank. Aufldsen des 



pH 7), 30 min* bei 37 *C im Wasserbad. Dialyse 
Volumen NaCl (0,1 M Tris-gepuf f ert , pH 7) bei 
x Wechsel des Auliendialysats nach jeweils 24 



rden die folgenden Praparate steril und in 
alzldsung in den Bauchraum der Versuchs- 
(Jruppen von 6 MSusen werden nach unterschied- 
der Bauchraum mit 1,2 ml steriler Koch- 
und. die Leukozyten2ahl und -zusammenset zunc 
ion bestimmt. 



Kochs^ 



totet , 



Fig-. 2 zeigt den Hinstrom von Gesamtleukozyten bzw. Granulozyten 
als Reaktion auf die intraperitoneal© Injektion von 9 pg 
razemischem MALP-; ! in NMRI-Mause (Gruppen von 6 Tieren) . 
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Fig. 3 zeigt den Eifristr 

als Reaktion auf dife 

somen, die 9 \xq ra2|emi 

(Gruppen von 6 Tie*|en) 



om von Gesamtleukozyten bzw. Granulozyten 
intraperitoneal Injektion von 0.2 mg Lipo- 
tsehes MALP-2 enthielten, in NMRI-Mause 



Fig. 4 zeigt den Ej 
als Reaktion auf dq 
troll -Liposomen, d, 
(Gruppen von 6 Tieren) 



nstrorn von Gesamtleukozyten bzw, Granulozyten 
e intraperitoneal© Injektion von 0.2 mg Kon- 
e kein MALP-2 enthielten, in NMRI-Mause 



Fig. 5A zeigt die 
einer NMRI-Maus, 3 
MALP-2, das in Lipfcsomen 



nfiltration von Leukozyten in die RUckenhaut 
Tags* nach intrakutaner Injektion von 2 pg S- 
inkorporiert war. 



Fig. 5B zeigt im Vergleich: Rtickenhaut einer unbehandelten Maus. 

Fig* 6 zeigt den Bpreich des nach MALP-Injektion entstandenen 
neuen Gewebes mit keuen GeffiJJen (Bildiuitte) . 

In der Tal>olle 1 sknd die wesent lichen Werte, d- h* der nach In- 
jektion der PrSparkte erfolgende Anstieg an Granulozyten und der 
spatere Anstieg anj Makrophagen zusammengef aftt - Es ergibt sich 
eine Zunahme gegenfCiber unbehandelten Kontrolltieren von Granulo- 
zyten urn das etwa blunder tf ache, wShrend die Makrophagen nach 3 
Tagen urn das Doppeilte bis Dreifache zugenomxnen haben. 



Misst man 2 Std. rjach Applikation der Mykoplasiaen oder Lipopep- 
tidprSparate die ahemotaktisch wirksamen Chemokine MlP-la, MIP-2 
Oder KC im Serum der Versuchstiere, so findet man signifikant 
erhohte Aktivit&tsn. 
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Be i spiel 3 ; 



Die Bedeutung cies a 
pylgruppe fur die id 
den wie oben Crupper 
R-MALP-2 - S-[2,3-B 
GNNDESNISFKEK bzw* 
pyl] cysteinyl-GNNDES|NISF 
3 Tagen die Gesamtz 
leukozyten bestimrnt 



Beispiel 4 ; 



Om die Wirkung des 
wurde folgendes Exp«> 
freies S-MALP oder 
intrakutan in die H 
Tagen an der Injekt 
kozyten (vgl. Abb. 
neues Gewebe und Ge 
in der Haut wirksam 
zu fardern. 



Beispiel 5; Effekte 
Zelleinwanderung unf 

Urn eine Dosisantwor 
r intent en durchgef uh 

1. Bestimmung der Z 
Messung von Nuclein 
Injektion verschied 
Riicken von C57BLKS/J 



ymmetrischen C-Atoms an C2 der Dihydroxypro- 
-vivo-Wirkung zeigt die Tabelle 2. Hier wur- 

von 5 NMRI-MSusen unterschiedliche Mengen 
spalmitoyloxy- (2R) -propyl] cysteinyl- 
-MALP-2 = S- [2, 3-Bispalmitoyloxy- (2S) -pro- 

X KEK intraperitoneal appliziert und nach 
hi sowie Zusammensetzung der Peritoneal- 
Das S-MALP-2 ist deutlich wirksamer. 



]>|ALP-2 bei intrakutaner Appliktion zu zeigen, 
riment durchgef uhrt . Injiziert man 2 ug 

ug S-MALP in 0,1 mg Liposomen inkorporiert 
ut von NMRI-M&usen, so bildet sich nach 3 
onsstelle eine deutliche Ansammlung von Leu- 
IA und 5B) , bzw. nach 6 Tagen bilden sich 
asse (Abb. 6) . Dies zeigt, daft die PrSparate 
sind und in der Lage sind, die Wundheilung 



einer topischen Anwendung von S-MALP-2 auf 
Wundheilung bei M&usen. 

zu etablieren, wurden zwei Arten von Expe- 



lleinwanderung und Proliferation durch 
auren in Hautstanzen nach intrakutaner (ic) 
mer MALP-2-Dosen. Am Tag -1 wurden die 
MSusen geschoren und mit "Veet" enthaart* 
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Am Tag 0 wurden di 
schiedene Dosen vor 
Volumina von bis z 
chend© Volumina de 
derselben Mause an 
Tage spater getotet 
von den MALP-2-Inj 
len entnommen. Die 
Extraktion mit Metl* 
form entfettet und 
siert. Die Proben 
durch Filtration 
leinsauren wurden 
messen. 5 \ig MALP- 
mal- Bei dieser Do 
MALP-2-Inj ektionss 
Kontrollbiopsie ( 4 



2 . Zellbesiedelung 
cm Du r chme sser) vor 
Mengen an MALP-2 
wurden { C 5 7 BLKS / J-rr 
geschoren und mit " 
bet&ubt und ihre 
wurden kreisf ormig 
Rucken jeder Maus 
rentem Hydrofilm { 
Vehikel wurden in 
bett injiziert. Nac[h 
dttnne Schicht Zeli 
(0,8 mm Durchmessei 
siert und die Nucle 
diesem Modell war 



Tie re mit Metofane betaubt; es warden ver- 
MALP-2, gelost in 30-proz. 2-Propanol in 
10 pi in die Rticken injiziert (ic) . Entspre 
Vehikels ohne MALP-2 wurden in die Rttcken 
anderer Stelle injiziert. Di<s Tiere wurden 1 
es wurden Hautstanzen (Durchmesser 0.8 cm) 
dktionsstellen und den Kontrollinj ektionsstel 
Hautbiopsien wurden durch eine 15-mintttige 
anol, Methanol/Chlorof orm (1+1) und Chloro- 
in 10 N HC1 iiber Nacht bei 110 °C hydroly- 
vlurden getrocknet, in Wasser auf genommen, 
djrch Sterilfilter (0.2 um) gekl£rt; die Nuk- 
cjurch Messen der Absorption bei 260 nm ge- 
pro Inj ektionsstelle erwiesen sich als opti 
is erhohte sich der Nukleinsaure-Gehalt der 
tjelle um 97 ± 43 % gegenuber der entsprechenden 
Tiere pro Gruppe) * 



be hand© 



Rijckei 



fceraus 
h artma 



.en 
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und -Proliferation wurden in Hautstan2en (0. 
Wunden gemessen, die mit verschiedenen 

sit worden waren. Ftir dieses Experiment 
+/+Lepr db -M^use (diabetisch) auf den Rucken 
jVeet" enthaart. Die Tiere wurden mit Metofane 
n wurden mit Braunol desinf iziert . Danach 
Hautsegmente (0.8 cm Durchmesser) auf dem 
sgestanzt. Die Wunden wurden mit transpa 
,ann, Deutschland) abgedeckt; MALP-2 oder 
V|olumina von 50 jil durch den Film in das Wund 
10 Tagen wurden die Tiere getotet; die 
, die die Wuride verschloft, wurde ausgestanz|t 
. Die ausgestanzten Proben wurden hydroly- 
nsaure wurde wie zuvor bestimmt. Auch bei 
no Dosis von '5 jag MALP-2 pro Wunde optimal. 



ei 



13 



Bei dieser Dosis 
Probe aus den mit 
142 ± 22 pg bei d 
pro Gruppe; P<0 . CM 



burden 34 9 ± 24 pg Nucleinsaure pro Biopsie- 
MALP-2 behandelten Tieren gernessen, wahrend 
m Vergleichsproben ermittelt wurden (4 Tiere 
01) . 



Ein Wundheilungs- Experiment wurde f olgendermaften durchgef uhrt . 
Am Tag -1 wurden ;57BI,KS/J-m+/+Lepr d3i Mause (diabetisch) auf ih- 
ren Rucken geschoren. Am Tag 0 wurden die Tiere mit Ether be- 
t&ubt, und die Ru=ken wurden mit Braunoderm desinf iziert - Danach 
wurden kreisf Srmi je Bereiche (1.3 cm Durchmesser) aus der 
Riickenhaut jeder *aus herausgeschnitten. Die Wundrander wurden 
mit Benzoin-Tinkt lr behandelt; es wurden 100 pi der MALP-2-Zube- 



reitung oder des 



gegeben (50 mg/1 
Ether-An&sthesie 



/ehikels in jede Wunde gegeben (10 MSuse fiir 
jede Behandlungsgruppe) , Die Wunden wurden mit durchsichtigen 
Pflastern von Tegaderm abgedeckt. Jeden Tag bis zum Tag 4 wurden 
100 pi der ZubereLtung (Gehalt 5pg MALP-2) oder Vehikel-Zuberei- 
tung durch den Te ?aderm-Verband in das Wundbett inj iziert oder 
in der Wunde plaziert, wenn der Verband gewechselt wurde. Die 
M£use wurden einzssln in separaten K&figen gehalt en. Urn In- 
fektionen zu vermsiden, wurde Baytril (Bayer) in das Trinkwasser 

Snrof loxacin) . Die Verbande wurden unter kurzer 
5inmal pro Woche gewechselt, wobei die 
WundrSnder auf ObjekttrSgern abgezeichnet wurden. Die 
abgezeichneten Bereiche wurden mit einer Standard-CCD-Kamera und 
Scionlmage-Software bestimmt. Die Wunden wurden visuell auf In- 
fektionen gepriift; Fliissigkeitsproben von of f ensichtlich in- 
fizierten Wunden burden auf Blutagar-Platten getestet. M&use mit 
infizierten Wunden wurden von weiteren Analysen ausgenommen. Die 

in Fig. 7 und zeigen eine signifikante 
Beschleunigung der Wundheilung bei den mit S-MALP-2 behandelten 
Tieren* 



Bei.spi.el 6 ; Erhoh 
Peritonitis-Model 
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ing der Oberlebensrate von Mausen in einem 
durch MALP-2-Vorbehandlung. 



"Colon ascendens 
dominale Sepsis, 
kann (9) . Die 
Fahigkeit von MAL 
Modell zu verbess 
Mausen intraperit 
KochsalzlSsung od 
Kochsalzlbsung en 
Eingriff injizier 
Betaubung durchge 
desinf iziert, und 
(1 cm) geoffnet. 
Lumen des absteig 
eines Ethilon-Fad 
Nadel des Stents 
wenigen mm gekttrz 
ausgeprefit. Der P 
vor dem Verschlie 
Kochsalzlosung-Ko 
als 90 h. Von den 
MALP-2 behandelte 
wahrend von den v 
MALP-2 behandelte 
ttberlebten* Der 
statistisch signi 



tent peritonitis" ist ein neues Modell fur ab- 
iie auf einen chirurgischen Eingriff folgen 
f ol jenden Experimente wurden durchgef tihrt, urn die 
?-2 au bewerten, die Oberlebensrate in diesem 
srn. Es wurden Gruppen von 12 bis 18 C57BL/6- 
?neal 2 \iq S-MALP-2 in 200 ]il physiologischer 
5r dieselben Volumina physiologischer 
;weder 2 oder 4 Tage vor dem chirurgischen 

Der chirurgische Eingriff wurde unter Ether- 
:tthrt. Das Abdomen wurde mit 70 proz. Ethanol 
dann durch einen Einschnitt in der Mittellinie 
Ss wurde ein Venenkatheter (16 gauge) in das 
snden Kolons eingesetzt und mit zwei Stichen 
ns (7/0) befestigt. Danach wurde die innere 
ntfernt, der Katheter auf eine LMnge von 
; und ein kleiner Tropfen Kot aus dem Katheter 
ritonealraum wurde mit 0,5 ml Kochsalzl5sung 
en des Abdomens gespiilt. Von den Mausen mit 
itrolle (18 pro Grupp^) uberlebte keine langer 
zwei Tage vor dem chirurgischen Eingriff mit 
i Tieren iiberlebten 4 von 12 150 h oder langer, 
Ler Tage vor dem chirurgischen Eingriff mit 
i Tieren 6 von zwolf 120 Stunden und langer 
Uiterschied in der Oberlebensrate war 
rikant (P < 0-001 nach dem log-Rank-Test). 
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Tabelle 1 . Leukozyten Eii strom als Folge der intrapwitonealen, Injektion von racemischem 
MALP-2nachl72St4 



Behandlung 



MALP-2 (9 y.g) 



Liposom-en.capsuliert4s 8.5 & 1.2 ' 
MAXP-2 (9 jig) 



Konfroll Liposomen 



NaCL (0.9 %) 



Peritonealzellen 
(X10«) 



11.2*3.1* 



6.4 ± 1.9 



5.8 ±0.5 



Monozyten * Makrophagen 
(x 10 5 ) 



5 ±1.2* 47.4±15.2 



4.9 ± 0.9 e 57.6 ±8.1* 



2.9 & 1.2 44.5 £6.S 



2.8 * 0.4 47.9 i 1.7 



1? 



(2. Seite der Tabslle l) 



Lymphoiyten 



(xlO 5 ) (%) 



3.5 ±1.2 3E±11* 



Granulozyten 



(x 10 s ) 



2.6 ± 2.7 



20.2 ±13.2* 



2.9 ±1 30.4 db<>* 0.8 d= 0.2 e 9.7 ± 2.2 c 



3.2 ± 0.9 i 



1.8 * (5.7 



2.8 ± 0.2 ' 8.8 ± 1 



Es vvurden Gruppen 



* Significant unterscfhiedlidi (P < 0.05) gegenliber Kochsalz behandelten Konrolltieren 
(nach Student's t- 



Signifikant untersc' 
( nach Student's t 



0.2 ±0.08 . 2.9 ±1.4 



0.05 A 0.03 0.9 ±0.6 



on 6 Tieren verwendet. 



st) 



iedlich (P < 0.05) gegenQber Tieren, die Kontroli Liposomen erhUUen 
:est) 
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Tabelle 2: Leuko2y 
von R-MALP-2 bz 



en Eir,slrom 72 Sturiden nach intraperitonealer Injektion 
,v. S-MALP-2 



PEC 



(x 10") 



Makrophagen 



(xlO s ) 



% 



Lymphozyten 



(x 10 5 ) 



Kontr. 



A 
B 
C 
D 

£ 
0 



5,4 
6,4 
7,95 
7,5 
5,1 
6,5 ± 1,3 



2,9 
3,8 
4,1 
2,9 
2,7 
3,3 ± 0,6 



54 
58,6 
52,6 
38,5 
53,4 
51,4 ±7,6 



2,2 
2,4 
3,4 
4,4 
2,2 
2,9 ±0,9 



40,7 
38,1 
43,1 
57,9 
44 

44,8 ±7,7 



R- 
MALP 

(10 jig) 



A 
B 
C 
D 
E 
© 



11,1. 
'4,05 
11,4 
7,65 
9 

8,64 ±3 



S- 
MALP. 

(1 fig) 



A 
B 
C 
D 
E 
© 



9,1 
10,8 
9,35 
13,7 
7,9 
10,2 A. 2.2' 



4,5 
2,1 

6 . 
4 : 
4,6 
4,2 ±M 



40,1 
52,4 
53 
52,6 
51,3 
49.9 ± 5,5 



4.5 
4,7 
5,3 
8,4 
4,6 
5.5*1,7* 



49,9 
43,8 
56,9 
61,6 
58,5 
54,1 ±7,2 



S- 
MALP 
(SMS) 



A 
B 
C 
D 
E 
0 



14,4 
15,2 
17,3 
13,1 
12,5 
14,5 ± 1,9** 



5,9 ±0.4** 41,7 ±6,2 



6,3 
' 1,8 
5 

3,4 
4,1 
4,1 ±1,7 



56,5 
45,2 
44,2 
44,4 
45,6 
47,2 ±5,2 



4,2 
5,2 
2,6 
4 

2,8 
3,8 ±1.1 



46,3 
48,3 
27,8 
29,4 
34,9 
37.3 ±9,5 



6,3 


44,1 


5,1 


35,2 


5,6 


37,2 


5,4 


35,5 


6,1 


34,8 


10 


58,1 


5,4 


41,5 


2,8 


21,5 


6,3 


50,7 


4,2 


33,4 



5,5 ±2,7 36,7 ±13,3 



• SignifikanJe A bweichungen'zu de n KontroUtieren (ohne Injektion); 

b Signifikante / bweichungen zu den mitR-MALP (10 ng) behandslten Tieren 
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(2. Seite 



ier Tahslle 2) 



Ncutrophile 



(x 10 s ) 



0 
0,19 
0,24 
0 
0 

0,09 ±0,1 



0,56 
0,32 
0,34 

0 
0,27 
0,3 ±0,2 



% 



0 
0,3 
0,3 

0 

0 

0,12 ±0,16 



0,5 
0,8 
0,3 
0 

0,3 
0,4 ± 0,3 
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Fatentanspriiche 1 bis 12 

Verv/endung eirias Lipopeptids Oder Lipoproteins mit der fol- 
genden allgemelinen Struktur: 

O-CO-R2 
I 

CH 2 -X-CH 2 -CH*-CH 2 -0-CO-R 1 
Z 2 ZiN-CH-W-¥-COOH 

in der 

R a und R2, diel gleich oder voneinander verschieden sein k5n- 
nen, far Cv-25-plkyl, C7-25-Alkenyl oder C7-;>5-Alkinyl, 
X fttr S, 0 odlr CH 2 , 
2i und 2 2 , did gleich oder voneinander verschieden sein k$n- 
nen, ftir H oder Methyl, 

W ftlr CO oderjs(0) n (mit n = 1 oder 2) und 
Y ftir eine aup 1 bis 25 Aminosaureresten bestehende physiolo- 
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gisch vertr&gjjiche Aminosauresequenz stehen und das mit * 
markierte asyripetrische Kohlenstof f atom die absolute S-Konfi- 
guration hat, Jwenn X = S (Schwefel) 1st, zur Herstellung ei- 
nes pharmazeuiJichen Praparats zur Tier- oder Humanwundbehand- 
lung. I 

Verwendung nadh Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft Y fur 
eine aus 1 bia 25 Aminosauren bestehende physiologisch ver- 
trSgliche Aminosauresequenz steht . 

Verwendung naah Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daA Y fur 
eine Aminosaujiesequenz steht, die aus der folgenden Gruppe 
ausgewShlt is-tj: 

(i) Aminosa Jresequenz r die die Wasserloslichkeit des 
Lipopeptjids oder Lipoproteins nicht beeintrachtigt . 

(ii) GQTNT I 

(iii) SKKKK 

(iv) GNNDESNISFKEK 

(v) GQTDNNSSQSQQPGSGTTNT 

wobei b<li den AminosSuresequenzen (ii) / (iii)/ (iv) 
und (v) jeinzelne Aminosauren fehlen oder ausgetauscht 
sein k5ilnen. 

Verwendung na<ph einem der vorherigen Anspruche, wobei das C7- 
25-Alkyl, C7-2s|-Alkenyl oder C7-as~Alkinyl ein Cis-Alkyl, C15-AI- 
kenyl oder CiJ-Alkinyl 1st. 

Verwendung naph einem der vprherigen Anspruche, wobei in dem 
C 7 -2S-Alkenylrdst die Doppelbindung (en) die cis-Konf iguration 
aufweisen . I 
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Verwendung ein 
Lipoproteins , 
Gruppe mit 2 e 
tigen Fett 
Herstellung 
Human -Wundbeha 



saursn 



7- Verwendung ei 
aus einem 
lung- 



ins 



s physiologisch vertraglichen Lipopeptids oder 
ias N-terminal eine Dihydroxypropyl-cystein- 
terartig gebundenen, gegebenenfalls langket- 
sn tragt, die gleich oder verschieden sind, zur 

s pharmazeutischen Praparats zur Tier- oder 
^dlung, 



s Lipopeptids oder Lipoproteins r erhaitlich 
Mykcfolasma-Klon zur Tier- oder Human-Wundbehand- 



8. Verwendung nach Anspruch 7, 'dadurch gekenn2eichn<*t , daft das 
Lipopeptid oder Lipoprotein aus einem Mykoplasma-f ermentans- 
Klon erhaltlich ist. 



9 . Verwendung naqh 
popeptid oder 

10. Verwendung nac 
popeptids odei 



(i) S-[2,3- 
GQTNT 

(ii> S-[2,3- 
SKKKK 

(iii) S-[2,3- 
GNNDESN 

(iv) S-[2,3- 
GNNDESN 

(v) S- [2, 3- 



einem der vorherigen Anspruche, wobei das Li- 
Lipoprotein wasserloslich oder amphoter ist* 

h einem der vorhergehenden Anspruche eines Li- 
Lipoproteins ausgewahlt aus der Gruppe 

^ispalmitoyloxy- (2RS) -propyl] eysteinyl- 

ispalmitoyloxy- (2RS) -propyl] cysteinyl- 



$ispalmitoyloxy- (2RS) -propyl] cysteinyl- 
SFKEK 

Hispalmitoyloxy- (2S) -propyl] cysteinyl- 
SFKIDK 

] Jispalmitoyloxypropyl] cysteinyl- 
GQTDNNSSfcSQQPGSGTTNT 
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11. Verwendung rxacL einem der vorherigen Anspriiche, wobei das Li- 
popeptid oder lipoprotein in Form einer L5sung zur epikutanen 
Anwendung, ein<fcr InjektionslSsung, einer Salbe, einer Lotion, 
einer waftrigenl Suspension, eines damit imprSgnierten oder be- 
schichteten Pfiasters, in Liposomen verkapselt oder an foiolo- 
gisch abbaubarfc Triagerpolyinere gekoppelt vorliegen kann. 



12, Verwendung naap einem der vorherigen Anspriiche, wobei es sich 
bei den Wunden] urn Wunden nach Verletzungen oder chirurgischen 
Eingrif f en, umj chronisch inf izierte Wunden, Brandwunden, 
chronische Ulcbra oder Ulcus venosum oder Wunden von Patien- 
ten handelt, djle korpulent oder Diabetiker sind oder einer 
Strahlen- oderj Chemotherapie unterzogen worden sind. 



Zusaznmenf a s sung 



1 1 



Die Erfinciung bet 
oder Human-Wundb<st|andlung 
einem Lipopeptid 
droxypropyl-cyste 
benenfalls langke 



ifft ein pharmazeutisches PrSparat zur Tier- 
enthaltend ein oder bestehend aus 
cjder Lipoprotein, das N-terminal eine Dihy- 

n-Gruppe mit zwei esterartig gebundenen gege- 
tftigen Fettsauren tr&gt. 



3 of 14 




5 of 14 



Peritoneale Granulozyten (x 10 )£ 

io o 




(g 0I» >) U9}AzO>jn8-l 9|B9U0}Uecl [ 



CM 



CD 
H 



6 of 14 



Peritoneaie Granulozyten (x 10 6 ) ESS^S 



to 




7 of 14 



Peritoneale Granulozyten (x 10 6 ) ^% 




( 9 01 x 



8 of 14 
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FIG. 5B (2) 
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